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57 Resumen:
Procedimiento de superexpresio´n de genes regulada
por un circuito gene´tico en cascada.
El objeto de la presente invencio´n es un procedi-
miento de superexpresio´n de genes regulada por un
circuito gene´tico en cascada en ce´lulas transforma-
das. El procedimiento permite mantener unos va-
lores basales muy reducidos y utiliza un sistema de
expresio´n primario nahR/Psal que controla un gen
regulador secundario xylS2 que estando situado en
un vector movilizable y dentro de secuencias trans-
ponibles, puede establecerse en el cromosoma de una
gran variedad de bacterias Gram negativas de forma
estable, as´ı como un sistema de expresio´n secundario
que contiene el promotor Pm, diana de xylS2, y si-
tios mu´ltiples de clonacio´n donde pueden insertarse
los genes de intere´s. Esta construccio´n podra´ situarse
en el cromosoma o en pla´smidos de capas que con-
tengan el sistema regulador primario. La activacio´n
del sistema se hace con compuestos aroma´ticos de-
rivados del a´cido benzoico.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.
Venta de fasc´ıculos: Oﬁcina Espan˜ola de Patentes y Marcas. C/Panama´, 1 – 28036 Madrid
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DESCRIPCION
Procedimiento de superexpresio´n de genes regulada por un circuito gene´tico en cascada.
Objeto de la invencio´n
El objeto de la presente invencio´n es un procedimiento de superexpresio´n de genes regulada por un
circuito gene´tico en cascada activado por salicilato. Mediante el procedimiento de la presente invencio´n
se pueden conseguir muy altos niveles de expresio´n ge´nica, manteniendo unos valores basales muy re-
ducidos. El procedimiento es aplicable a la produccio´n de prote´ınas terapeu´ticas, enzimas, hormonas
polipept´ıdicas, factores de crecimiento y apolipoprote´ınas.
Estado de la te´cnica
La superexpresio´n de genes clonados es muy conveniente cuando se desea puriﬁcar una prote´ına con
alguna utilidad, tanto para la industria farmaceu´tica como para la investigacio´n biome´dica. La pro-
duccio´n de grandes cantidades de prote´ınas a trave´s de la clonacio´n del gen que las codiﬁca mediante el
uso de te´cnicas del ADN recombinante, se ha realizado tradicionalmente usando vectores en multicopia
con promotores fuertes regulados por prote´ınas represoras tales como los sistemas basados en el opero´n
de la lactosa (Makrides, Micropiol. Rey. 60:512-538, 1996). Sin embargo, esta estrategia usual conlleva
una serie de desventajas:
1) El mantenimiento de los vectores de expresio´n requiere el uso de antibio´ticos dando lugar a una
merma metabo´lica, y para produccio´n industrial a gran escala, supone un costo adicional del medio de
fermentacio´n y la potencial contaminacio´n de productos y deshechos (Nilson y Skogman, Biotechnology,
4:901-903, 1986). 2) Controlar los niveles basales de expresio´n es muy conveniente para la produccio´n de
prote´ınas que posean cierta toxicidad celular, y para prevenir la seleccio´n de mutaciones en la bacteria
que disminuyan la expresio´n del gen de intere´s y en la prote´ına recombinante de intere´s (Mertens y col.,
Biotechnology 13:175-179, 1995; Vilette y col., Mol. Microbiol. 17:493-504, 1995). Sin embargo, esto es
diﬁcil de lograr cuando los genes clonados esta´n en pla´smidos multicopia y debido a que el ruido de los
promotores ma´s usados tipo tac o trc, incluso reprimidos, suelen ser bastante elevado. Los sistemas de
regulacio´n habituales, basados en un promotor fuerte y un represor codiﬁcado por el pla´smido, implican
una expresio´n transitoria del gen hasta que se sintetiza suﬁciente represor dando lugar a diﬁcultades en
la clonacio´n cuando el gen hetero´logo codiﬁca una prote´ına con alguna toxicidad para la bacteria. 3) El
inductor usado en los sistemas tradicionales derivados del promotor lac (IPTG) es caro para el uso en
fermentadores y tiene cierta toxicidad (Figge y col. Cell 52:713-722, 1988). 4) Se ha demostrado que la
alta expresio´n de prote´ınas recombinantes reduce la tasa de crecimiento celular y consecuentemente, toda
la s´ıntesis de prote´ınas (Bentley y col., Biotechnol. Bioeng. 35:668-681 1990); (Dong y col. J. Bacteriol.
177:1497-1504, 1995). Esto se debe a que los vectores plasmı´dicos en multicopia usados compiten con
la actividad metabo´lica de la bacteria hospedadora debido a la expresio´n de otros genes necesarios para
el mantenimiento y replicacio´n del pla´smido, y que tambie´n esta´n ampliﬁcados. 5) Gran parte de los
vectores de expresio´n so´lo replican en E. coli, que tiene limitaciones para la expresio´n o secrecio´n de
ciertas prote´ınas. Un sistema alternativo que elimina muchos de estos inconvenientes ha sido la utili-
zacio´n de vectores transposones miniTn5 (de Lorenzo y Timmis, Method Enzymol. 235:386-405, 1994)
que pueden insertar los genes hetero´logos en el cromosoma bacteriano permitiendo una alta estabilidad
de los mismos (Cebolla y col. Appl. Environ. Microbiol. 62:214-220, 1993; Suarez y col. Appl. En-
viron. Microbiol. 63:122-127, 1997). En este u´ltimo trabajo se describe la produccio´n estabilizada de
la toxina pertu´sica por la insercio´n en cromosoma por el mini Tn5 en Bordetella bronchiseptica bajo el
control de un sistema regulado por salicilato, un inductor 1000 veces ma´s barato que el IPTG (cata´logo
SIGMA 1998). El sistema regulador se basa en el gen que codiﬁca para un regulador transcripcional
positivo nahR que se activa por salicilato y su promotor Psal (de Lorenzo y col., Gene 130:41-46, 1993).
Sin embargo, los niveles obtenidos son relativamente pobres (0,1% de las prote´ınas totales). Esto se
debe sobre todo a que al estar los genes en monocopia en el cromosoma no hay ampliﬁcacio´n de la
expresio´n debida a dosis ge´nica. Para aumentar sustancialmente estos rendimientos manteniendo las
cualidades de bajo niveles basales, estabilidad, espectro de hospedadores y bajo coste de la induccio´n,
hemos disen˜ado un sistema en cascada que permite ampliﬁcar de 10 a 20 veces la expresio´n ge´nica del
sistema nahR/Psal en respuesta a salicilato. Para ello, hemos adicionado otros elementos reguladores, el
gen xylS2 y su promotor diana Pm, que responden al mismo inductor y que tienen mayor capacidad de
expresio´n ge´nica que el sistema nahR/Psal. La activacio´n del promotor Pm por el regulador xylS2 (Ramos
y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:8467-8471, 1986) responde sinerg´ısticamente a la concentracio´n
intracelular del mismo y a la presencia de mole´culas derivadas del benzoato, que incluyen el salicila-
to.
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Explicacio´n de la invencio´n
El objeto de la presente invencio´n es un procedimiento de superexpresio´n de genes regulada por un
circuito gene´tico en cascada en ce´lulas transformadas. El procedimiento permite mantener unos valores
basales muy reducidos y utiliza un sistema de expresio´n primario nahR/Psal que controla un gen regula-
dor secundario xylS2 que estando situado en un vector movilizable y dentro de secuencias transponibles,
puede establecerse en el cromosoma de una gran variedad de bacterias Gram negativas de forma esta-
ble, as´ı como un sistema de expresio´n secundario que contiene el promotor Pm, diana de xylS2, y sitios
mu´ltiples de clonacio´n donde pueden insertarse los genes de intere´s. Esta construccio´n podra´ situarse en
el cromosoma o en pla´smidos de cepas que contengan el sistema regulador primario. La activacio´n del
sistema se hace con compuestos aroma´ticos derivados del a´cido benzoico.
En el procedimiento de la invencio´n los sistemas de expresio´n primario y secundario se encuentran
en vectores transposones que permiten su inclusio´n en el cromosoma de las ce´lulas transformadas o bien
el sistema de expresio´n primario se encuentra en vectores transposones que permiten su inclusio´n en el
cromosoma de la ce´lula transformada y el sistema secundario esta´ situado en un pla´smido.
Las ce´lulas transformadas pueden ser bacterias gram negativas y en particular E. coli. El inductor
utilizado habitualmente es salicilato y los sistemas de expresio´n primario y secundario pueden estar cons-
tituidos por reguladores similares a nahR y a xylS, al menos en un 22%.
El procedimiento objeto de la presente invencio´n puede utilizarse para superproducir polipe´ptidos
como enzimas, hormonas, factores de crecimiento, apolipoprote´ınas y prote´ınas terapeu´ticas o para
diagno´stico en general.
Breve descripcio´n de las ﬁguras
Figura 1. Esquema del circuito regulador. El cassette regulador nahR/Psal::xylS2 produce alta can-
tidad de XylS2 en presencia de salicilato. La prote´ına XylS2 es activada a su vez por la presencia del
inductor salicilato multiplicando el efecto estimulador del salicilato en la activacio´n de Pm. Se produce
entonces una produccio´n ampliﬁcada de la prote´ına hetero´loga.
Figura 2. Esquema de los vectores realizados para la construccio´n del circuito gene´tico de expresio´n.
A) vectores mini Tn5 construidos. El dibujo superior representa el esqueleto de los pla´smidos suicidas
pUT con origen de replicacio´n R6K (oriR6K), el gen de la transposasa (tnp∗), el gen de la b-lactamasa
que conﬁere resistencia a ampicilina (bla), un origen de movilizacio´n del pla´smido (moh), y las secuencias
de insercio´n (extremo I y extremo O) que se representan como barras rellenadas por l´ıneas horizontales.
Bajo esa misma base se encuentran el cassette regulador en pCNB4-S2 y el cassette de expresio´n en
pTSPm. El sitio de restriccio´n NotI es raro al reconocer 8 nucleo´tidos lo que hace infrecuente la pre-
sencia del mismo en los genes hetero´logos. B Esquema del vector de expresio´n pCCD5 linearizado que
contiene el promotor Pm antes de un MCS donde se puede clonar el gen de intere´s. Tiene un origen de
replicacio´n de M13 que permite realizar pla´smido monocadena. Se muestra la estrategia de clonacio´n de
los distintos fragmentos que dieron lugar a una fusio´n lpp’-’ompA’-’phoA que fue probada como ejemplo
de funcionamiento.
Figura 3: Esquema ejemplo de una estrategia para la construccio´n de veh´ıculos mini Tn5 para in-
sercio´n en monocopia de genes hetero´logos por transposicio´n. tnp∗ es el gen de la transposasa. Extremo I
y extremo O son las secuencias de insercio´n sustrato de la transposasa, cuyo contenido se transpone a la
cepa receptora. El sitio NotI sirve para introducir entre las secuencias de insercio´n cualquier gen clonado
previamente en vectores auxiliares (pUC18Not en el dibujo) que contienen sitios de clonacio´n mu´ltiples
ﬂanqueados por sitios NotI (Tabla 1).
Figura 4: Comparacio´n de la expresio´n de βββ en unidades Miller (MU) con el sistema de reguladores
en cascada y con los mismos reguladores en circuitos sencillos. A: cine´tica de la expresio´n de lacZ con los
sistemas nahR/Psal (cuadrado), xylS2/Pm (tria´ngulo), y nahR/Psal::xylS2/Pm (c´ırculo) en cromosoma,
en ausencia (s´ımbolos vac´ıos) o en presencia de salicilato 2 mM (s´ımbolos rellenos). B: produccio´n de β
a distintas concentraciones de salicilato con el sistema nahR/Psal (c´ırculo relleno), xylS2/Pm (tria´ngulo)
o nahR/Psal::xylS2/Pm (c´ırculo vac´ıo).
Descripcio´n detallada de la invencio´n
Usando genes reguladores clave en los circuitos de control de la expresio´n de operones catabo´licos se
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han demostrado las bases racionales para construir cascadas regulatorias que ampliﬁcan la capacidad de
expresio´n ge´nica en respuesta a compuestos aroma´ticos derivados del a´cido benzoico. En base al meca-
nismo de activacio´n del promotor Pm por los niveles y la actividad espec´ıﬁca mediada por efector de su
regulador XylS, se ha acoplado la expresio´n del mutante xylS2, cuyo producto es activado por la presencia
de salicilato, al sistema de control nahR/Psal que tambie´n es activo en presencia del mismo efector. Por
tanto, la adicio´n de salicilato o algunos compuestos derivados, es capaz de aumentar la concentracio´n
intracelular y la actividad de XylS2, dando lugar a una alta actividad del promotor Pm. Cualquier gen
que se clone bajo el control de Pm sera´ expresado hasta 20 veces ma´s que cuando los sistemas no esta´n
acoplados. La aplicacio´n de este circuito regulatorio a la expresio´n del gen que codiﬁca la β-galactosidasa
dio´ lugar a la obtencio´n de ma´s del 11% de las prote´ınas totales incluso cuando todos los genes estaban
establecidos de forma estable en el cromosoma bacteriano en ausencia de presio´n selectiva.
Un sistema de expresio´n de genes hetero´logos ideal debe estar muy bien regulado, es decir, poseer unos
niveles no inducidos muy reducidos y una alta expresio´n en presencia del inductor. Para fermentacio´n
a escala industrial, es muy conveniente que el inductor sea barato y que la superexpresio´n del gen se
haga de forma estable sin necesidad de presio´n selectiva. Esta expresio´n deber´ıa afectar mı´nimamente
la capacidad del cultivo celular de obtener alta densidad de biomasa, y adema´s ser´ıa conveniente que el
vector de expresio´n se pudiera usar en una gran variedad de cepas bacterianas. La expresio´n inducida
por salicilato usando el sistema de nahR/Psal en el cromosoma de bacterias Gram negativas ha demos-
trado ser muy estable y bien regulada cuando se introducen el cromosoma bacteriano mediante vectores
miniTn5. Sin embargo, los niveles obtenidos son bastante bajos debido a tener una sola copia y de tener
una capacidad de induccio´n limitada. El promotor Pm en cambio ha demostrado tener un extraordina-
rio rango de actividades que dependen tanto de la actividad espec´ıﬁca de la prote´ına activadora XylS
como de la concentracio´n celular de la misma (Kessler y col., J. Bacteriol. 176:3171-3176). La actividad
del promotor Pm aparece como dif´ıcilmente saturable in vivo. Incluso aumentando extraordinariamente
la cantidad intracelular de XylS, aun sigue generando mayor respuesta cuando se an˜ade su inductor
3-metilbenzoato. Sin embargo, los sistemas de expresio´n realizados en base a estos elementos xylS/Pm
mantienen unas cantidades constantes de expresio´n de xylS desperdiciando la capacidad ampliﬁcadora
potencial que tendr´ıa controlar tambie´n su concentracio´n intracelular. Esto se podr´ıa realizar acoplando
la expresio´n de xylS a otro sistema de expresio´n (sistema primario). Hemos disen˜ado un circuito regula-
dor dispuesto en cascada que permite unos niveles basales muy bajos en el promotor que exprese el gen
hetero´logo al producirse poco regulador en ausencia de inductor. En presencia de un inductor para el
sistema primario y para el secundario, aumentar´ıa la concentracio´n del activador secundario y la actividad
espec´ıﬁca de e´ste. Puesto que en el caso de xylS estos dos eventos son sine´rgicos, el efecto obtenido sobre
Pm ser´ıa multiplicativo. Si un mismo efector pudiera inducir ambos procesos, el sistema de expresio´n se
simpliﬁcar´ıa. Esta invencio´n describe como esto se puede realizar acoplando al sistema de expresio´n que
responde a salicilato, nahR/Psal, el gen xylS2 (Ramos y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:8467-8471),
que es un mutante de xylS que, manteniendo sus propiedades, responde a salicilato adema´s de benzoato.
Un fragmento de 1.2 Kb con el gen xylS2 se clono´ por digestio´n total con HindIII y parcial con NcoI en los
mismos sitios de pFH2 (Tabla 1). El pla´smido pNS2 resultante fue digerido con NotI y el fragmento con
xylS2 se inserto´ en el pla´smido pCNB4 para poner el gen regulador bajo el control del sistema nahR/Psal
que se encuentra dentro de las secuencias de insercio´n mini Tn5 (de Lorenzo y col., Gene 130:41-46). Se
obtuvo as´ı el pla´smido pCNB4-S2 (Figura 2A). Debido a que e´ste pla´smido tiene un origen de replicacio´n
R6K (Kahn y col., Meth. Enzymol. 68:268-280), so´lo replican en cepas que expresen la prote´ına π, lo que
en E. coli se consigue por medio de liso´genos del fago λpir. Mediante la cepa donadora de vectores mini
Tn5 S17-1(λpir) es posible transferir el cassette regulador a otras cepas Gram negativas por conjugacio´n
biparental y posterior seleccio´n de la transposicio´n por marcadores selectivos del minitransposon de la
bacteria receptora (Herrero y col., J. Bacteriol. 172:6557-6567; de Lorenzo y Timmis, Method Ezymol.
235:386-405). Para veriﬁcar que es una insercio´n por transposicio´n y que el pla´smido R6K no se ha
introducido, se chequean las colonias por la pe´rdida de resistencia a penicilinas por la presencia del gen
de la b-lactamasa del pla´smido suicida. De esta forma, cualquier cepa en la que se inserte el cassette
regulador resultante, nahR/Psal ::xylS2, producira´ el regulador XylS2 en respuesta a salicilato (Figura
1). Estas cepas generadas podra´n ser utilizadas para insertar mediante conjugacio´n o transformacio´n
un segundo cassette o vector que contenga el promotor Pm fusionado al gen de intere´s. Para ello, la
presente invencio´n cuenta con dos vectores complementarios de expresio´n donde se clonara´n los genes
cuya superexpresio´n se desee. Uno de ellos, pTSPm, es un vector mini Tn5 que contiene dentro de las
secuencias de insercio´n un gen de resistencia a estreptomicina, el promotor Pm y un sitio de restriccio´n
raro NotI tras e´l (Figura 2A). Para su construccio´n, un fragmento con el interposo´n omega (Fellay y col.,
Gene 52:147-154) se inserto´ dentro sitio BamHI del vector pUC18Sﬁ-KmR-xylS-Pm-Sﬁ (de Lorenzo y
col, Gene 130:41-46). El pla´smido resultante se digirio´ con SﬁI y el fragmento mayor fue clonado dentro
del esqueleto pUT de un vector mini Tn5 (Herrero y col., J. Bacteriol. 172:6557-6567) para obtener el
pla´smido pTSPm. En su sitio NotI se clonar´ıan genes que hayan sido previamente clonados en vectores
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auxiliares que contienen sitios mu´ltiples de clonacio´n ﬂanqueados por sitios NotI (Tabla 1).
Un segundo vector de expresio´n complementario con origen de replicacio´n ColE1 (pCCD5) contiene el
promotor Pm previo a un sitio de clonacio´n mu´ltiple con un inicio de traduccio´n bueno, donde se puede
insertar el gen de intere´s (Figura 2B). Para la construccio´n de pCCD5, un fragmento ApoI que conten´ıa el
terminador transcripcional rrnBTl producido corno un fragmento de PCR resultante de la reaccio´n ADN
de E. coli como molde y de los oligos 5’-GCAAATTTCCAGGCATCAAATAA y 5’-GGGAATTCCCTGGCAGTTTATGG,
se clono´ dentro del sitio EcoRI de pFH2. En el vector resultante, se originaba previo al MCS un sitio
u´nico EcoRI, donde se clono´ un fragmento ApoI de 0,4Kb con el promotor Pm obtenido por PCR usando
los oligos
5’-GTGTCAAATTTGATAGGGATAAGTCC-3’ y
5’-GCCTGAATTCAGGCATTGACGAAGGCA-3’
y el pla´smido pUC18Sﬁ-KmR-xylS-Pm-Sﬁ como molde. El pla´smido resultante pCCD5, podr´ıa ser trans-
formado en cepas que contengan el cassette regulador en cromosoma para sobreexpresar el gen hetero´logo
desde pla´smido. Si se desea usarlo de forma estable en monocopia, la fusio´n Pm al gen hetero´logo se puede
escindir in vitro como fragmento NotI y clonarse dentro del sitio NotI de una gran gama de vectores mini
Tn5 con posibilidad de elegir el marcador ma´s indicado para la aplicacio´n. Existen hasta 8 marcadores
gene´ticos distintos disponibles en vectores mini Tn5 con el sitio NotI adyacente donde se podr´ıa clonar
las fusiones generadas (de Lorenzo, Trends Biotechnol. 12:365-371). Los vectores resultantes se pueden
entonces insertar dentro del cromosoma de la bacteria seleccionada por conjugacio´n.
TABLA 1
Pla´smidos auxiliares para la clonacio´n en pTSPm
Pla´smido Descripcio´n Referencia
pUC18Not Equivalente a pUC18 (Yanish-Perron y col. 1985)
pero su sitio mu´ltiple de clonacio´n (MCS) esta´
ﬂanqueado por sitios NotI
(Herrero y col., J.
Bacteriol.
172:6557-6567)
p18Not Equivalente a pUC18 pero con un MCS EcoRI-
SalI-HindIII ﬂanqueado por sitios NotI
(Herrero y col., J.
Bacteriol.
172:6557-6567)
pVDL8 Vector de bajo nu´mero de copias que contiene el
mismo MCS que p18Not. Recomendado para clo-
nacio´n de prote´ınas to´xicas dif´ıciles de mantener
en pla´smidos de alto nu´mero de copias.
(Fernandez y col.,
Mol. Microbiol.
16:205-213)
pFH2 Origen de replicacio´n de pBR322 y del fago M13.
Permite la generacio´n in vivo de prote´ınas trun-
cadas en los extremos amino y carboxilo, y provee
de una buena secuencia de iniciacio´n de la traduc-
cio´n.
(Fernandez y col.,
Mol. Microbiol.
16:205-213)
Ejemplos
Ejemplo 1
Comparacio´n de la superexpresio´n del gen de la β mediante el circuito en cascada frente a circuitos sim-
ples
Para probar la eﬁcacia del circuito ampliﬁcador, hemos construido un pla´smido que contiene una
fusio´n de Pm a trpA’::’lacZ. clonando e´ste fragmento en el sitio NotI de pTSPm, dando lugar al pla´smido
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pTSPm-lacZ. La fusio´n construida fue insertada en el cromosoma de CC118 a trave´s de la cepa donadora
S17-1(λpir) que conten´ıa el pla´smido pTSPm-lacZ en medio LB-citrato 0.8% para reducir la transfeccio´n
de λpir. La comunidad de bacterias resistentes a estreptomicina 25 mg/l y rifampicina 50 mg/l, fue
usada como receptor en otra conjugacio´n usando E. coli S17-1(λ pir) (pCNB4-S2) como donadora. Para
seleccionar los transconjugantes, se seleccionaron colonias resistentes a rifampicina, estreptomicina y
kanamicina (25mg/l). Diez colonias sensibles a ampicilina (100 mg/ml) se seleccionaron para posterior
estudio en ensayos de actividad β-galactosidasa. Se realizaron cultivos bacterianos durante la noche
de colonias de cada transconjugante en medio LB (extracto de levadura 5 g/l, triptona 10 g/l, NaCl 5
g/l) a 37◦C en agitacio´n. Se diluyeron 1:100 veces en medio fresco sin seleccio´n antibio´tica e incubadas
durante 2 horas a 37◦C. La suspensio´n celular se le an˜adio´ salicilato a 2 mM y se incubo´ a 30◦C en
agitacio´n durante 5 horas. Los niveles de produccio´n sin inductor variaron entre 100 a 400 unidades
de Miller dependiendo del transconjugante. La expresio´n de β-galactosidasa se indujo drama´ticamente
cuando los cultivos se induc´ıan con salicilato, hasta unos valores de 25000 a 50000 unidades Miller,
que correspond´ıan a una tasa de induccio´n de 150 a 400 veces dependiendo del transconjugante. Para
compara la expresio´n de lacZ desde el nuevo sistema con los otros sistemas tradicionales que responden
a salicilato, se usaron inserciones de fusiones nahR/Psal::lacZ (pCNB4-lacZ) o xylS2/Pm::lacZ (pCNB2-
lacZ) insertados en el cromosoma de E. coli CC118 presente en las cepas RSL7 y FH26, respectivamente.
La tasa de induccio´n en respuesta a salicilato y los valores absolutos obtenidos por los sistemas simples
fueron 20 veces inferiores que los del sistema en cascada de (CC1184S2PT38). Se obten´ıa una ra´pida
induccio´n desde los primeros instantes que alcanza un ma´ximo a las 5 horas de la adicio´n de salicilato
(Figura 4A). Una concentracio´n de 0,5 mM de salicilato induc´ıa ma´s del 90% de la actividad ma´xima
a las 5 horas de induccio´n (Figura 4B). Otros compuestos derivados del benzoato, tales como el o-
acetil-salicilato, 3-metil-benzoato, o antranilato, demostraron tener una capacidad inductora equivalente
o ligeramente superior a la del salicilato. De las diez cepas transconjugantes con el sistema regulador
y la fusio´n promotor-lacZ seleccionamos para posterior ana´lisis aquellas con mayor tasa de induccio´n
(CC1184S2PT38) y la que pose´ıa los niveles absolutos de produccio´n ma´s altos (CC1184S2PT97). Un gel
de SDS-poliacrilamida (Laemmli 1970) mostro´ que la acumulacio´n de β-galactosidasa era ma´s del 11%
de las prote´ınas totales para CC1184S2PT97 y del 9% para CC1184S2PT38, frente a menos del 0.6%
para los sistemas simples (Figura 4).
TABLA 2
Comparacio´n de actividad β-galactosidasa y la estabilidad del gen hetero´logo con los sistemas simples y
en cascada en distintas conﬁguraciones
Cepa Pla´smido aActividad bβ-galactosidasa/ cColonias lac+
β-galactosidasa prote´ınas totales (%) (%)
-20HB +20HB -20HB +20HB -20HB +20HB
CC118λpir pTSPm-lacZ 1211 1358 NDd ND 100 100
CC118λpir pCNB2-lacZ 10917 67002 3.6 13 98-81 20-1.5
CC118λpir pCNB4-lacZ 510 17952 ND 3.9 100-97 96-85
CC4S2PMT32 - 171 30383 ND 8.8 100 100
CC4S2PMT97 - 408 39143 ND 11 100 100
CC1184S2λpir pTSPm-lacZ 1487 78257 ND 20 100-99 5-0
Los cultivos se crecieron durante una noche a 37◦C en LB con (cepas con pla´smidos) o sin ampicilina
(150 μg/ml). Los cultivos se diluyeron 1:100 en el mismo medio sin seleccio´n antibio´tica e incubados
durante 2 horas a 37◦C. a Se incubaron series de suspensiones celulares con o sin salicilato 2mM de
concentracio´n ﬁnal a 30◦C. Los niveles de actividad b-galactosidase se midieron enzima´ticamente y se
tomaron a las 5 horas muestras para estimar la superproduccio´n de prote´ınas en geles de electroforesis en
poliacrilamida-SDS. b Las medidas de la cantidad relativa de β-galactosidasa se hizo por densitometr´ıa
de los geles ten˜idos con coomasie.
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El ensayo de estabilidad se realizo´ realizando cultivos en cultivos discontinuos seriados sin adicio´n
de antibio´ticos selectivos y en presencia o ausencia de salicilato a 30◦C. Tras aproximadamente 40 a
50 generaciones, los cultivos se diluyeron para obtener colonias aisladas en medio LB con Xgal. Este
compuesto revela la actividad β-galactosidasa en placa mediante la acumulacio´n de un producto azul
en las colonias. El tanto por ciento de colonias azules frente al total de colonias fue asumido como el
porcentaje de bacterias formadoras de colonias que mantienen su capacidad de superexpresar lacZ. Se
realizaron tres experimentos independientes para cada cepa en cada condicio´n. Se muestran los valores
ma´ximos y mı´nimos de los tres experimentos. Las variaciones son altas debido a que el evento de pe´rdida
de la capacidad de expresar lacZ es muy favorecedor para una poblacio´n bacteriana y dependiendo de
lo temprano del evento estoca´stico, se genera una gran variacio´n de las poblaciones bacterianas debido
tambie´n a la naturaleza exponencial del crecimiento bacteriano. Aquellos casos con resultados repetitivos
se muestran con valor u´nico.
dN determinado, =0.5%
Puesto que la ampliﬁcacio´n de la expresio´n podr´ıa incrementarse si el regulador/promotor simple
estuviera en el pla´smido debido al incremento de la dosis ge´nica, exploramos la conveniencia de usar
distintas conﬁguraciones de activador/promotor para superproduccio´n de prote´ınas. Para realizar esto,
usamos los mismos pla´smidos mini Tn5 pero usando la cepa CC118λpir donde pueden replicar. Las
cepas con pla´smidos pCNB4-lacZ o pCNB2-lacZ mostraban incrementos de 10 a 30 veces respecto a la
expresio´n en monocopia indicando el aumento de la dosis ge´nica. La comparacio´n de los sistemas simples
en pla´smidos frente al sistema en cascada en cromosoma indica que el nivel basal es 3 y 64 veces inferior a
las cepas con pCNB4-lacZ y pCNB2-lacZ, respectivamente. En condiciones inducidas, se puede tener unos
niveles de produccio´n β-galactosidasa con el sistema en cascada cromoso´mico ma´s de dos veces superior
a los de nahR/Psal en pla´smidos y entre un 50-80% de la cepa con pCNB2-lacZ. Para combinar el nivel
de regulacio´n con mayores niveles de rendimiento de produccio´n, construimos una cepa con el cassette
regulador que llevaba tambie´n el fago λpir lisogenizado para permitir la replicacio´n de pTSPm-lacZ. La
conﬁguracio´n plasmı´dica de la fusio´n de Pm al gen hetero´logo obten´ıa los ma´ximos niveles de produccio´n
β-galactosidasa y un ma´s bajo nivel basal de expresio´n respecto de la cepa con pCNB2-lacZ. Sin embargo,
hemos demostrado que la estabilidad del sistema en cascada en cromosoma en condiciones de superex-
presio´n es del 100% en las condiciones que empleamos. En cambio, los sistemas plasmı´dicos mostraban
poblaciones bacterianas que perd´ıan la capacidad de producir β-galactosidasa en una extensio´n que se
correlacionaba con la actividad mostrada en los ensayos enzima´ticos a las 5 horas de induccio´n. Adema´s,
en condiciones de induccio´n, los cultivos ﬁnales con el sistema en cascada cromoso´mico alcanzaban unas
densidades de ce´lulas viables hasta 10 veces mayores que la superexpresio´n desde pla´smidos. Esta obser-
vacio´n explica tambie´n por la existencia de otros genes hetero´logos de los pla´smidos (necesarios para la
replicacio´n y su mantenimiento) que tambie´n se encuentran en multicopia y cuya sobreexpresio´n podr´ıa
afectar signiﬁcativamente el crecimiento bacteriano.
Ejemplo 2
Uso del sistema en cascada para la superexpresio´n de una fusio´n ge´nica lpp-ompA-phoA
Para evitar los requerimientos de la prote´ına p en los vectores de expresio´n constru´ımos el pla´smido
de expresio´n basado en Pm con un origen de replicacio´n ColE1. El pla´smido pCCD5 se hizo basado en
el vector pFH2 (Fernandez y col., Mol. Microbiol. 16:205-213), y que incluye un MCS que permite una
fa´cil construccio´n de genes truncados. pCCD5 contiene un terminador transcripcional (rrnBT1) para
reducir la lectura a trave´s de promotores aguas arriba a Pm. Puesto que todo el cassette de expresio´n
esta´ ﬂanqueado por sitios de restriccio´n del NotI, tambie´n puede usarse para clonar en vectores mini
Tn5 e introducirlo luego en cepas CNB4-S2. Usamos pCCD5 para clonar una fusio´n h´ıbrida lpp-ompA-
phoA que al codiﬁcar una prote´ına de membrana externa son dif´ıciles de clonar usando los sistemas de
expresio´n habituales, ya que suelen producir un dan˜o celular notable con el mero escape del promo-
tor usado. Para ello, obtuvimos el fragmento lpp’-’ompA de pTX101 (Francisco y col. 1991) usando
los oligos 5’-GAGGAATTCAATCTAGAGGGTATTAATA y 5’-CGGGATCCCCGTTGTCCGGACGAGTGCC. El fragmento se
digirio´ con EcoRI y BamHI e insertado en los mismos sitios pCCD5, resultando el pla´smido p5LOA2.
El gen de la fosfatasa alcalina phoA, fue clonado desde pPHO7 como un fragmento BamHI y clonado
como fragmento BamHI en p5LOA2 (Figura 2B). El pla´smido resultante, pLOA2-AP, se introdujo en
CC1184S2 mediante transformacio´n. Los cultivos bacterianos con CC1l84S2 (p5LOA2-phoA) pudieron
producir en condiciones de induccio´n ma´s de un 20% de prote´ınas totales tras la adicio´n de salicilato, sin
poder distinguirse ninguna produccio´n en condiciones no inducidas. La prote´ına fue superproducida a su
ma´ximo nivel entre las dos y tres horas despue´s de la induccio´n.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de superexpresio´n de genes regulada por un circuito gene´tico en cascada en ce´lulas
transformadas, caracterizado porque dicho procedimiento utiliza:
a) Un sistema de expresio´n primario nahR/Psal que controla un gen regulador secundario xylS2,
b) Un sistema de expresio´n secundario que contiene el promotor Pm y sitios mu´ltiples de clonacio´n de
los genes de intere´s, y
c) Un inductor de la superexpresio´n que pertenece al grupo de los compuestos aroma´ticos derivados
del a´cido benzoico.
2. Procedimiento de superexpresio´n segu´n la reivindicacio´n 1, caracterizado porque los sistemas de
expresio´n primario y secundario se encuentran en vectores transposones que permiten su inclusio´n en el
cromosoma de las ce´lulas transformadas.
3. Procedimiento de superexpresio´n segu´n reivindicacio´n 1, caracterizado porque el sistema de ex-
presio´n primario se encuentra en vectores transposones que permite su inclusio´n en el cromosoma de la
ce´lula transformada y porque el sistema secundario esta´ situado en un pla´smido.
4. Procedimiento de superexpresio´n segu´n una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 3, caracteri-
zado porque el inductor es salicilato.
5. Procedimiento de superexpresio´n segu´n una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4, caracteri-
zado porque las ce´lulas transformadas son bacterias gram negativas.
6. Procedimiento de superexpresio´n segu´n una cualquiera de las reivindaciones 1 a la 5, caracteri-
zado porque la ce´lula transformada es E. coli.
7. Procedimiento de superexpresio´n segu´n una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 6, caracteri-
zado porque los sistemas de expresio´n primario y secundario esta´n constituidos por reguladores similares
a nahR y a xylS, al menos en un 22% de la cadena aminoac´ıdica.
8. Utilizacio´n del procedimiento segu´n una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 7 para super-
producir polipe´ptidos como enzimas, hormonas, factores de crecimiento, apolipoprote´ınas, y prote´ınas
terape´uticas o para diagno´stico en general.
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